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研究成果の概要（和文）：　本研究では、糸球体腎炎の診断についてより客観的な指標の確立をすべく、質量分
析を用いて糸球体病変を規定する分子の同定を行った。
　条件検討の結果、腎生検検体のわずかな糸球体からも蛋白質の同定を行うことが可能となった。軽鎖によるア
ミロイドーシスでは、免疫染色で同定困難だった症例についてkappa鎖もしくはlambda鎖の同定が極めて容易と
なった。患者血清を用いた解析が困難な解剖例において、質量分析を用いた解析が特に有効であった。加えて、
アミロイドを形成しないapoEやfibrinogenによる沈着症においても質量分析が有効であることが証明された。

研究成果の概要（英文）：Some cases of glomerulonephritis pose problems in accurate typing of 
glomerulonephritis due to lack of approproate tool for dissecting molecules responsible for 
glomerular lesions.  We thus utlized technique of laser microdissection (LMD) and tandem mass 
spectrometry-based proteomic analysis (LC-MS/MS)as a sensitive and specific tool for the diagnosis 
of glomerulonephriatis.  Using kidney specimens, we successfully diagnose accurately the type of 
amyloid deposited in the glomeruli while immunofluorescence or immunohistochemistry failed to reveal
 amyloid precursors.  Especially, our system was very useful for amyloid cases diagnosed solely at 
autopsy because serum or urine samples of autopsy cases were generally unavailable for further 
testing of precursors such as free light chains.  In addition, we successfully determined 
non-amyloid depositions such as apoE and fibrinogen using renal biopsy specimens with LMD and 
LC-MS/MS.

研究分野：人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　糸球体腎炎の診断は糸球体の光学顕微鏡を用いた形態変化に基づいてなされるが、軽微な形態変化である場
合、観察者間のばらつきが大きく診断の確定が困難である症例がしばしば経験される。今回、形態以外の客観的
指標を確立するため質量分析を用いた解析を行った。結果、アミロイドーシスのみならず、apoEやfibrinogenの
沈着による糸球体病変を証明することができ、適切な治療法の提案、開発につなげることができた。従来の沈着
症の概念が大きく変わる可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 多くの症例において、腎不全は糸球体障害を契機として進行するため、早期に適切な治療を
導入するためには糸球体病変の分類、とくに病因に基づいた分類を行い適切な治療を早期に開
始することが重要である。しかしながら、糸球体病変の分類は形態学的変化のみに基づいてい
るのが現状で、しかも、腎病理を専門とする医師ですら意見の相違が絶えず、最終診断の確定
が困難であることがしばしば経験され結果として治療方針の決定に難渋する。その原因の１つ
として、形態学以外の客観的評価法に基づいた糸球体病変診断法の欠如が挙げられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究計画ではレーザーキャプチャーマイクロダイセクション（LCM）およびタンデム型質
量分析法（Liquid chromatography-tandem mass spectrometry; LC-MS/MS）を用いて、病変
糸球体に含まれる蛋白質の解析を行い、増殖性変化をきたす各種糸球体腎炎、とくに診断困難
例に注目して糸球体における各種分子の発現を検討し、疾患ごとに発現プロファイルを決定す
る。最終的に、腎生検の診断を行う上でより客観的な指標の決定を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
 研究代表者が勤務する施設から診断困難な増殖性腎炎を主体に腎生検検体のパラフィンブロ
ックあるいは LCM 用の未染切片を収集した。当初は解剖例の検体を用いて、糸球体に存在す
る蛋白質を質量分析にて解析し条件検討を行った。得られた条件を元に、生検検体から同様の
手技にて糸球体病変に関連する蛋白質を解析した。診断困難例については、パラフィン切片、
凍結切片を用いた免疫染色を行い、質量分析の結果の妥当性を確認した。 
 
４．研究成果 
 
 LCMおよび LC-MS/MSによる安定したデータを得るために、まず剖検症例を用いた検討を
まず行った。LCM を用いた多数の糸球体から蛋白質を抽出し、軽鎖アミロイドーシスの症例
に対して質量分析を施行したところ、生前の血清学的データに一致した軽鎖沈着を証明するこ
とができた。そこで腎生検検体を用い、より少ない糸球体数から抽出したサンプルで同様の解
析を行ったところ、剖検症例と同様に軽鎖アミロイドーシスを同定することができた。続いて、
診断の確定が困難であった、アミロイド陰性の腎障害例変に対して同様の解析を行ったところ、
apoEが多量に検出された（図 1）。 

 
さらに、同一検体を用いて、免疫組織化学、また免疫電顕を用いたところ、沈着物に一致し
て apoEが証明された（図 2）。当該症例は遺伝子検査の結果、apoE2の遺伝子異常があること
が明らかとなっており、特定の apoE2遺伝子異常において、膜性腎症を呈することを明らかに
した。また、同様に診断確定が困難なアミロイド陰性腎障害例に対して上記と同様の質量分析
を行った結果、fibrinogenが検出され、蛍光抗体法による免疫染色において fibrinogenの沈着
が証明された。 
従来、腎機能不全をきたす沈着症はアミロイドーシスが広く知られているが、アミロイド以
外の分子も同様に沈着することで腎機能不全を呈することが明らかとなった。今後、症例を集
め、非アミロイド物質の沈着頻度や臨床像を明らかにしていく必要あると考えられた。 



 
研究期間中、研究代表者の所属先の変更があった。異動先での倫理委員会等各種書類の再申
請、質量分析器の変更に伴う条件再設定を行う必要があり、期間内では限られた症例数の解析
にとどまった。今後、症例数を増やし、引き続き腎炎および沈着症に関する質量分析の結果を
集積する予定である。 
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